


 

 
 

表 1. 患者背景と各実験過程で得られた細胞数 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

UC, ulcerative colitis; CD, Crohn’s disase; HBI, Harvey-Bradshaw Index; SCCAI, Simple clinical colitis activity index; SES-CD, Simple endoscopic score for Crohn’s disease 
* Sample #9, #10, #11, #14 は、全サンプルを条件検討に使用したため、ソーティング実験は実施していない。 

 
 

(2) LP細胞中の貪食細胞同定とソーティング   図 1. サンプル#3 のソーティングデータ 

まず、フローサイトメトリー (BD FACS 

Canto)を用いて、LP 細胞中の貪食細胞の同定

を試みた。全細胞から生細胞のみを識別する

ために、Aqua dead cell strain kit (Thermo Fisher 

Scientific)を用いた。細胞表面マーカーとして

CD3/16/19/20 (Lin)を用い、LP 細胞を、リンパ

球を含む Lin 陽性細胞と、貪食細胞を含む Lin

陰性細胞に分別した。次に、CD11c、HLA-DR

を表面マーカーとして、Lin 陰性細胞から樹状

細胞とマクロファージを含む貪食細胞(CD11c

陽性HLA-DR陽性細胞)を同定した(図 1、DC)。

結果、平均 1.0×106 個の LP 細胞から、平均

7,000 個の貪食細胞を同定できることが確認

された。 

次に、セルソーター(BD FACS Aria)を用い

て、LP 細胞から貪食細胞のソーティングを実

施した。現在までに、11 検体のソーティング

を完了しており、平均 3,600 個の貪食細胞が

回収された。貪食細胞数は、LP 細胞回収後の

凍結処理により減少することが判明したた

め、ソーティング実験は、LP 細胞回収直後に

実施する方針とした(表 1)。  

   

               

 

 

 

 



 

(3) ネガティブコントロールの樹立            図 2. サンプル#14 の FACS データ 

貪食細胞内に内包すると考えられる微量な

細菌 DNA を同定するためには、適切なネガテ

ィブコントロールを設定し、シークエンスデー

タを比較検討することが重要と考えられる。 

貪食能のない免疫細胞、すなわち、T 細胞、

B 細胞、または Lin 陽性細胞がその候補になる

という着想のもと、IBD 患者の腸生検検体から

T細胞(CD3陽性CD8陽性細胞)とB細胞(CD19

陽性)の回収を行った(図 2)。1 検体のみの検討

ではあるが、約 0.8×106 個の LP 細胞から回収

された T 細胞、B 細胞数はそれぞれ約 10,000

個、24,000 個であった。また、Lin 陽性細胞も

十分に回収できることを確認している。 

また、血液検体を用いて T 細胞、B 細胞の回

収も実施した。ACK buffer で 1ml の血液を溶

血後、遠心して回収された末梢血単核球数は、

約 1.0×108個で、そこからソーティングされた

T 細胞、B 細胞数はそれぞれ約 4,300 個、約 670

個であった。血液については、T 細胞、B 細胞

の回収率が予想以上に低いため、末梢血単核球 

回収法やソーティングにおける条件検討を行っている。     

   

 

(4) IBD患者由来貪食細胞のゲノム DNA抽出と 16S rRNA遺伝子のシークエンス解析 

AllPrep DNA/RNA Micro Kit (QUIAGEN)を用い       図 3. 16S データ解析結果 

貪食細胞からゲノム DNA を回収した。貪食細胞

(11 検体)から回収された DNA の平均収量は 122 

ng であった。これを鋳型にして、16S rRNA 遺伝

子の V4 領域を PCR により増幅し、ライブラリ

作成後、MiSeq により網羅的な 16S シークエン

ス解析を行っている。       

まず、貪食細胞内細菌の有無を確認する目的

で、サンプル#2, #6, #12 の 16S データを取得、

QIIME2 によりデータ解析を実施し、Greengenes 

database (https://greengenes.secondgenome.com/)との

相同性検索を行うことで、細菌種を同定した。図

3 に結果を示す。各サンプルで確認される茶色の

配列は、相同性検索の結果、細菌種が特定できな

かったものであり、ヒトミトコンドリア由来の

配列である。それ以外の色で示されている配列

は、細菌由来であることから、3 検体すべてで、

細菌由来の配列が確認され、細菌種が同定され

た。全ての検体で共通して確認される細菌種は、 

Clostridium であった。 

次に、ネガティブコントロールである T 細胞、B 細胞、Lin 陽性細胞を含む 27 検体 (潰瘍性大腸

炎 4 例、クローン病 4 例)のシークエンス解析を施行した(表 1)。現在、データを待っている段階で

あるが、今後、ネガティブコントロールとの比較検討により、上記 3 検体で検出された細菌種が、

IBD 患者の貪食細胞特異的に検出されるものなのかを検討していく予定である。         

 

 

最後に 

我々の解析法は、細菌そのものではなく、貪食細胞内に存在する細菌 DNA に着目しているため、

糞便細菌を解析する従来法よりも、外的因子による影響が少ないと期待される。さらには、IBD の

免疫機序に即した解析法であるため、より病態特異的な細菌種の同定が可能なのではないか考えて

いる。腸内細菌叢の多様性が低下している IBD 患者では、Firmicutes 門、特に Clostridium の減少が

報告されていることから(引用 2)、今回の我々の解析結果は、貪食細胞が IBD 病態に寄与する細菌

https://greengenes.secondgenome.com/


を内包している可能性を示唆するものであり、非常に興味深い。 

COVID-19 のパンデミックによる影響で、2020 年 3 月以降、実験の中断を余儀なくされてしまい、

研究が思い通り進まない状況が続いた。6 月後半に入ってから、ある一定の条件であれば、患者リ

クルートやラボでの実験が許容されるようになってきており、今後も、可能な限り、詳細な解析を

行っていく予定である。 
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